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Verwendungen von Fragmenten der Carbamoylphosphat Synthetase 
1 (CPS 1) fOir die Diagnose von BntzWungserkrankungen und 

Sepsis 



Die vorliegende Erf indung betrifft Verwendxmgen von neuen 
Idslichen Fragmenten des Enzyms Carbamoylphosphat Synthetase 
1 (E.G. 6.3.4.16, nachfolgend stets abgek^irzt CPS 1) fur die 
medizinische Diagnostik von Entziindungserkrankungen und 
sepsis. Sie beruht auf dem erstmaligen Nachweis des Auf- 
tretens von Fragmenten der CPS 1 in Lebergewebe von Prima- 
ten, bei denen experimentell durch Toxinverabreichunge eine 
Sepsis bzw. systemische EntzCindung erzeugt worden war. 

Die vorliegende Erf indung hat ihren Ursprung in intensiven 
Porschungsarbeiten der Anmelderin im Zusammenhang mit weite- 
ren Verbesserungen der Diagnose und Therapie von Entzundun- 
gen und Infektionen, insbesondere von Entziindungen in- 
fektioser Atiologie und Sepsis. 

Als Entz€indungen (Inf lamraationen) werden ganz allgemein 
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf 
verschiedenartige tuSere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen. 
Verbrennungen. Allergene, Infektionen durch Mikroorganismen 



^ Pilze und Viren, auf Fremdgewebe, die 
wie Bakterien und Pxlze bestimmte entzun- 

^^stolSungsreaktiouen -^^^^^.^^^ ^,^ers, ..B. bei 
dungsausl6sende ^^^^^^^^/^^^^ bezeichnet. BntzOndungen 
;,utoin.munerkrankungen^d Kr^ ^^^^^^ ^ealctionen des KOrpers 
konnen als harmlose, lokal ^ Merkmale zahlreicher 

•-^ dabei meist Teil <J« gesunden 

iraaunrealction dee '^'^^ , si„rehrmeclianlsmus des 

damit Teil des l*-"^"^'""''!"^,,!. Tell einer £el>lgelei«- 

. Menn Bntzandungen jeaocn „„_„«nae wie 

organismus . werni ^ bestiimte endogene Vorgange 

ten Eeaktlon dee .5^4 und/oder ctaonlscher 

Natur Bind, oder --^^^^'^L^aro. (Systewlc Xn£la™.ato- 
^ Response Syndrome, SIRS) Oder ^^^^^^^ 

0„a=ne„ --"^-^'^""^""/irphyBlologlsohen Vorgtage 

Entztodungsreaktlonen ^^'■^t^^/.^^.^uchen, hSuflg lebens- 

aufier Kontrolle und werden zum exgen 

^ohllc^en Krankheltsgesohehen. 

. . dass die Entswbung und der verlauf 
SB iBt heute bekannt, dass betraohtliohen An«hl 

von enwtodlichen Prozessen von " peptldl- 

.on substanzen, die ^^^--^^f^bzw . von elne. «ehr Oder 
3,her »atur Bind, gesteuert «erden BlomoXeH<il« 
weniger zeitllch >-9=^^-^"'^Xngsrea,ctlonen betelligten 
^,Xelte. Bind. Zu ^^^^^^^^^^^^ Bolche. die .u den 
endcgenen -^^^^^Z:^::Z^.,^. Substanzen, ^utp^en- 
Cytoklnen, Mediatoren, va ^.^j^^toren gezShXt werden 

protelnen und/oder J^^f,, ,,,, ^ompXexe physlo- 

„. .le -»~"3:^:rsowohl das Bntz<^dungsgeBO..- 
xoglsche Reaktion dar, an a auoh 
J aktlvlerende »dogene substanzen ( ^^^.^^^^ 

desaktlvierende subBtanzen (z.B. 



sind. 
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Bei systetnischen Entzundungen wie im Falle einer Sepsis bzw. 
des septischen Schocks weiten sich die entzundungsspezif i- 
schen Reaktioixskaskaden iinkontrolliert auf den gesartiten 
Korper aus und werden dabei, im Sinne einer uberschieSenden 
Immunantwort , lebensbedrohlich. Zu den gegenwartigen Kennt- 
nissen uber das Auftreten und die moglichen Rolle einzelner 
Gruppen endogener entzundungsspezif ischer Substanzen wird 
beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al., "Endoge- 
nous Mediators in Sepsis and Septic Shock" Advances in 
Clinical Chemistry, Vol.33, 1999, 55-131; und C.Gabay, et 
al . , "Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to 
Inflammation", The New England Journal of Medicine, Vol -340, 
No. 6, 1999, 448-454. Da sich das Verstandnis von Sepsis xmd 
verwandten systemischen entziindlichen Erkrankungen, und 
damit auch die anerkannten Def initionen, in den letzten 
Jahren gewandelt haben, wird aufierdem verwiesen auf K. Rein- 
hart, et al., "Sepsis und septischer Schock" , in: Intensiv- 
• medizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart , New York, 2001^ 756- 
760; wo eine moderne Definition des Sepsis-Begrif f es gegeben 
wird. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Be- 
griffe Sepsis bzw. entziindliche Erkrankungen in Anlehnung an 
die Def initionen verwendet, wie sie den genannten drei 
Literaturstellen entnommen werden konnen. 

Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine 
positive Blutkultur nachweisbare systemische. bakterielle 
Infektion lange den Sepsisbegrif f pragte, wird die Sepsis 
heute in erster Linie als systemische Entzundung verstsmden, 
die infektiose Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch 
grofie Ahnlichkeiten mit systemischen Entzundungen aufweist, 
die durch andere Ursachen ausgelost werden. Dem genannten 
Wandel des Sepsis-Verstandnisses entsprechen Veranderungen 
der diagnostischen Ansatze. So wurde der direkte Nachweis 
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen physiolo- 
gischer Parameter und in jungerer Zeit insbesondere auch 
durch den Nachweis bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am 
Entzilndungsgeschehen beteiligter endogener Substanzen, d.h. 




- 4 - 



^^=,t-oren und Akutphasenproteinen, 

beteiligt Bind, exgnen s ^en sehr spezifis* fur 

in.besondere solch.. ^^-^^^^f pbasen entztodli- 
e„..WXi=.= .a.icnen sic. a.ae.ie* 

Cher EricraTJcungen ^ ^erS^dera und die auBerdem d.e 

und diagnoBtiach ^^S"-*-^^ ^^^^ StabiUtaten auf- 

f(ir "^:«„erte erreiohen. F<ir diagno- 

„eisen und hohe .uverlMaige Korrelation von 

stiBChe zwecke steht dabel jeweiligen 
Kran«.ei.BgescheUen ^^^^^^ '^^r,,^^^ KoXXe in der 

t::tSr.:'ndungageB=.e.en be.eiiig.en 
r^re:raranzenbe.ann.sein.uee. 

. o<„,r,aTlcer besonders geeignete 
H»rartige als sepsis-Biomarker o ,^,.„„,„ igc ein 

Sine derarcxge procalciconin . Procalcitonin xs 

endogene substan. "^J^^^,„„,,ionen unter den Bedxngun- 

probormon, dessen 8^=™""^°'' i„£ekti6ser &tiologxa 

,en einer ^VBte^iscben ^ ^ .en 

ISepsia) sehr hobe Werte an Procalcxto- 

Bo gut wie niobt nachwexsbar xBt^ ^^^^^ 

„1„ warden auBerdem ""^ BeBti-,ung von Procal- 

SepsiB erreiobt , so daas sxc 

=i.onin aucb .u ^.^^^^^^^Z^J^ Sepsis von BCbweren 
„„terscheidung „,„chen beruhen, eignet. Dxe 

.„...ndungen. ^^^^^^ sepsis^arker is. Oegenstand 
Bestimmung von Prooalcxtonx ^^^^ procal- 

Ver6f£en.Xi=^ung «-^-;^^^;^"^ 3epBis and infec- 

citonin =o-en tra.xo^B - ^'"^^^^^ ,,s-5ie, und der 

tion". The Lancet, ^^i BX bzw. OS 

patante DE 42 27 454 C2 bz»^ 0 genannten 
S.63,,6X7. .ui die g— - ...eratursteXXen wird 

vera«entXichung angefubrt- ^ ^^^^^^^^^^ .„3dr.c.licb 

zur Ergiinzung der vorxi y 



Bezug genotninen. 
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Die Verfilgbarkeit des Sepsismarkers Procalcitonin hat der 
Sepsisforschung starke Impulse gegeben, und es warden gegen- 
wartig intensive Anstrengtingen unternommen, weitere Biomar- 
ker zu finden, die die Procalcitonin-Bestinunung erganzen 
konnen und/oder zusttzliche Informationen ffir Zwecke der 
Feindiagnostik bzw. Dif f erentialdiagnostik zu lief em ver- 
mogen. Erschwert wird die Suche nach potentiellen neuen 
Sepsis-Biomarkem allerdings dadurch, dass hdufig noch sehr 
wenig oder nichts xiber die genaue Funktion bzw. ilber die . . 
genauen Grunde fur das Auf treten bestimmter endogener Siob- 
stanzen, die am Entzundungs- oder Sepsisgeschehen beteiligt 
sind, bekannt ist. 

Die Ergebnisse der experitnentellen Oberprufung eines frucht.- 
baren rein hypothetischen Ansatzes zur Ermittliong weiterer ' 
potentieller Sepsismarker finden sich in DB 198 47 690 Al 
bzw. WO 00/22439. Dort wird gezeigt, dass bei Sepsis nicht . 
nur die Konzentration des Prohormons Procalcitonin erhobt 
ist, sondern auch fur andere Substanzen, die zu den Peptid- 
Prohormonen gerechnet werden konnen, signif ikant erh6hte 
Konzentrationen beobachtet werden kSnnen. WShrend das be- 
schriebene PhSnomen gut dokumentiert ist, sind die Ursachen 
fur den Anstieg der Konzentrationen von Prohormonen bei 
Sepsis weiterhin weitgehend ungekiart. 

In der vorliegenden Anmeldung wird ein Ergebnis eines ande- 
ren fruchtbaren, rein experitnentellen Ansatzes fiir die Suche 
nach weiteren entztlndungs- bzw. sepsisspezif ischen Biomole- 
ktllen berichtet. Auch diese experitnentellen Untersuchungen 
nehmen ihren Ausgang bei der Bestimtming von Procalcitin itn 
Zusamtnenhang mit systetnischen entziindlichen Reaktionen 
infektioser Atiologie. So war sehr friih beobachtet worden, 
dass bei Sepsis das Procalcitonin of fensichtlich nicht auf 
die gleiche Weise gebildet wird, wie daim, wenn es Vorlaufer 
ftir das Hormon Calcitonin ist. So wurden hohe Procalcitonin- 
spiegel auch bei Patienten beobachtet, denen die Schilddrase 
entfemt worden war. Deshalb kann die Schilddruse nicht 




- 6 - 



• in dem Procalcitonin bei Sepsis gebil- 

aet bzw. ..lease patted in a babooa 

H.Redl, et al., Relationship to cytokines and 

„.,eX o. ,000, V01..S. »O.XX. 3.S,-3«3, 

neopter.n . Crxt Ca ^^.^^^ o£ Seps.s- , 

rps!s^:".1 = --3- »e.den .ie ^^^J^^ 

.e^teXien ™— " irbirCsi. ™ -iten. Xn den 
BiXdung von ^■^°=;^=^ ^^^^^ Endotoxinverabreichung an 
genannten «bexten wxrd ^^^^^ ^d as 

'"""^IVZ C -ichen experin.enteXX er.eugten Zust^den 
„ird bestinmvt, " ^.^^ationen im Blut erreicht 

rire/entrcS^S in den genannten ^beite. 

werden . Erne Wexterentwi Rahmen der vor- 

^scbriebene sepsisspe.if ische 

Uegenden ^^r^.oteiniscbe. Natur zu er- 

Biomarker von P^P^^^^f 3 ^^er besti-te Formen 

mitteXn, deren Ruftreten spezifx- 

.on sepsis ";;::^;r,rn .as ..i^ten^XX wu.de 

gewalilt - 

„=hildeten endogenen substanzen Teil 
Da die bei Entztodungen 9*^^^^^^" J ^^^3, 3i„d der- 

der ko,»plexen >'-^^^°-f ^■^^^in^^n diagnostisol>e» 

— ^^rr; :e^«rtirauc. ... ^r.^^^^-;- 

interesse, -"^"^^^^^^^f J/,iu.sung der Entstehung und/- 
Aufwand versucht, durcn derartiger Substanzen 

°- rr^Bn^sg— n einz.g.ei.en. u. 

therapeutxsoh xn das Ea ^^^^^^^^^^^ eystenische Aus- 
die zum BexspieX bex ^^^^^ frtkhzeitxg zu stoppen. In 

,„itung der ^^^^^iral Entza—gescbehen 

diesem sxnne sxnd ^^^^ potentieXle thera- 

beteiXigte endogene Subst^z ^.^^erigen eher 

peutische Targets anzusehen. Trotz a 
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enttauschenden Ergebnisse derartiger therapeutischer Ansatze 
besteht weiterhin ein hohes Interesse daran, bisher im 
entsprechenden Zusammenhang nicht beschriebene, tnoglichst 
entziindungs- bzw. sepsisspezif ische endogene BiomolekCLle zu 
identif izieren, die auch als therapeut ische Targets neue Er- 
f olgsaussichten fur die therapeutische Sepsiskontrolle 
erof f nen . 

Die vorliegenden Erfindung beruht darauf , dass sich in 
Primaten und Menschen bei infekti6s bedingten Entzundungen 
Fragmente des Enzyms Carbatnoylphqsphat Synthetase (CPS 1) 
nachweisen lassen, und zwar im Unterschied zu unbehandelten 
Kontrollindividuen bzw. Gesunden, bei denen diese nicht 
gefunden werden, was derartige CPS 1- Fragmente fur die 
Entzundungsdiagnostik/Sepsisdiagnosik geeignet macht. 

Die Verwendungen in der Diagnostik, die sich aufgrund des 
erstmals nachgewiesenen Auftretens von Fragmenten von CPS 1 
bei der experimentellen Simulation von Entzundungen bzw. 
Sepsis erof f nen,. werden in allgemeiner Form in den Anspru- 
Chen 1 bis 4 beansprucht- 

Die Ansprxiche 5 bis 14 betref fen die sich aus den neuen 
Erkenntnissen ergebenden Varianten diagnostischer Verfahren 

Wie nachf olgend im experimentellen Teil noch naher ausge- 
fuhrt wird, beruht die Erfindung darauf , dass nach experi- 
menteller Ausldsung einer kiinstlichen Sepsis in Pavianen 
durch Endotoxinverabreichung (LPS aus Salmonella Typhimuri- 
um) und 2D-gelektrophoretischer Aufarbeitung von Lebergewebe 
der behandelten Tiere eine Goruppe von nur bei den behandel- 
ten Tieren identif izierbaren benachbarten Proteinspots 
gefunden werden konnte. Die den Spots entsprechenden protei- 
nischen Produkte mit (gelektrophoretisch bestimmten) molaren 
Mas sen von ca. 68 kDa, 69 kDa und 70 kDa ± 3 kDa wurden aus. 
dem Elektrophoresegel isoliert^ massenspektrometrisch unter- 
sucht und als Idsliche Fragmente von CPS 1 identif iziert. 



^ . bel der massenspektrometischen ftnalyse aller 

drei aus dem Gel p,oteinspo« kurze. te.lwe.- 

senspektrometrxe aus ^l^^'' ^ identif iziert, die sich 

«0 = 6, aer CPS 1 »»inoB.uren bis 

ae in Riohtung des C-Terminuo 
Position 624 um£ai3ten. 

. T^»„f_itat der identifi^ierten massenspektrome- 
ft„£giund der Identxtat N-terminalen 

„,.c.en Prag^ente -^^^^^^^^^^^^ ...ersuc.ten 
rr«r a^CPS te nac. anerkannten Kri.er.en 

als eindeutig anzusehen. 

-.^a der nur nach Sepsis- bzw. EntzQndungs- 



Interesse . 



katalysiert dxe °"™^'*^^t^„„^;,j,^3phat im ersten Sohritt 
^^P un«r Lbei auc>. eine Rolle bei der 

des Hamsto££.yklus E= aP substrat £iir 

Biosynthese von «gxnrn, das se. ^„^„^„,,„_schock, ist 

die Biosynthese von ^'^^ ^enes £or Induoi- 

(vgl . Sboko Tabuchx et al . ^Rega 

.Xe »i«ic -^-^V^^;; :^i:::to2 and BiopbysicaX Re- 
Liver in Endotoxin Shook^ B ^^^^^^ ^^^^^^^ ^ 

search Coinntanioations . 2 7 2 5 ) an unterschei- 

de« ^-°^^^-^7,;:re Sle L" Hamsto££zykXns spielt. 
den, das ebenfalls eine k „^,,b..tet. Es isC bekannc, 
,.docb das substrat ■^^^^'^^XtlsUrr ist und i» I^berge- 
dass CPS 1 in Mitocbondrxen lokalisiert 



webe in dieser Form in groSen Mengen (es raacht von 2-6% des 
Leber-Gesamtproteins aus) vorkornmt, Seine Aminosauresecjuenz 
(SEQ ID NO: 6) und genetische Lokalisierung ist seit langem 
bekannt (vgl • Haraguchit Y- et al. Cloning and . sequence of a 
cDNA encoding human carbamyl phosphate synthetase I: molecu- 
lar analysis of hyperammonemia. Gene 1991, Nov. 1.; 107 (2):- 
335-340) . Zu seiner physiologischen Rolle kann verwiesen 
werden auf Reviewartikel wie z.B. H.M, Holder et al.. Carba- 
moyl phosphate synthetase: an amazing biochemical odyssey 
from substrate to product, CMLS, Cell .Mol. Life Sci- 56 
(1999) 507-522 und die darin referierte Literatur, sowie die 
Einleitung der Verof f entlichung Mikiko Ozaki et al.. Enzyme - 
Linked Immunosorbent Assay of Carbamoylphosphate , Synthetase 
I: Plasma Enzyme in Rat Experimental Hepatitis and. Its . 
Clearance, Enzyme Protein 1994, 95:48:213-221. 

GemaS Shoko Tabuchi et al., loc.cit. wird in Rattenlebern 
bei einem kilnst lichen Endotoxin-Schock (LPS) keine Erhohung 
des Enzyms (Proteins) beobachtet. GemaS Li Yin et al.. 
Participation of different cell types in the restitutive 
response of the rat liver to periportal injury induced by 
allyl alcohol. Journal of Hepatology 1999, 31:497-507, laSt 
sich bei einer Leberschadigung durch Allylakohol bei histo- 
logischen Untersuchungen nach drei Tagen in alien Hepatocy- 
ten eine Steigerung der CPS 1-Expression beobachten. 

Es urde ferner f estgestellt , dass sich bei einer durch 
Verabreichung von Galactosamin experimentell erzeugten 
akuten Hepatitis bei Ratten im Plasma der Ratten, eine stark 
erhohte immunologische CPS 1-Aktivitat findet (nachgewiesen 
mit einem ELISA mit ant i -Ratten CPS 1 IgG aus Kaninchen) , 
und zwar 24-48 h nach der Behandlung mit dem Hepatitis-aus- 
losenden Galactosamin. Im Rattenplasma wurden wahrend der 
akuten Hepatitis auch zunehmend CPS 1-Fragmente mit molaren 
Massen von ca. 140 und 125 kDa ohne sonstige nahere Charak- 
terisierung (Sequenzzuodnung) erkennbar, wahrend bei einer 
begleitenden Immunoblot ting- Analyse in humanen Autopsie- 
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CPS i-Itnmunreaktivitat 
beobachtet «erden konnten W.kxKo 

laaliohen CPS 1- Fragmented, insbescndere 

pragmenten mit -^^^"^^^ Bio^rkar fiir die 

den. N-tenninalen Texi a Menschen, der in 

■'^^-°^%^rrdrr:: "«e.den .ann. X... s.cb 

«^«farkten Bildung von Fragmen- 
de. — -rParr- e^e. e^e.i^en.eXX 
ten der h.manen CPS 1 b ,u unbehandelten 

er.eugten seps.B, und zwar - ^^^^^^ ^^^^^ iaentischer 

bzw. gesunden . „^ derartigen Fragmante nach- 

.ufarbeltung ^^Z^^^^,,,. Frag^ente .Or dlagno- 

weiebar waren, --9-^" «^^,,„eiB nach an .icb bekann- 

«lsc,e ;^t:t::n .IrfaLen derartige Frag.en« aXs 

Eeagenzien oder zur ="=^8^!, ^ naoh verfahren, die 

Harper benOtigt, ^/^t^^^aren. eynthetiscb oder 
.n.wXBC.en zu. Stand -=^,,„„3produ.te .ergestellt wer- 
gentechnologisch ais ttei^ 

den. 

. ■ . CPS 1-Fragmente nach bekannten Verfahren 
Femer kSnnen ^^^-^ ^-^ Erzeugung spezxfx- 

des >»odernen Standes ^no^lonaler ftntiK6rper 

.Cher P°^V^^°-1« f<ir die diagnostieche 

verwendet warden, peptide und/oder auch als 

Bastimmung der ^^^^ geeignet sind. Die Erzeu- 

potantiexxe -'^«-'-^::^;,:^:l:^5rper gagen be^annte 
gung gseigneter -"^'''■^^ aXXgemeinen Stand der 
Peptid-TeiXseqnenzen gehort neu 

Technik . 

CPS 1-Fragmente in Patientensaren 
Bex der «-"-7!^f,irto\orgSan3an warden, wie daa z T 
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P.P.Ghillani, et al^, "Monoclonal antipeptide antibodies as 
tools to dissect closely related gene products". The Journal 

of Immunology, vol. 141, No. 9, 1988, 3156-3163 ;. und 
P.P.Ghillani, et al., "Identification and Measurement of 
Calcitonin Precursors in Serum of Patients with Malignant 
Diseases", Cancer research, vol.49, No. 23, 1989, 6845-6851; 
wobei ausdrucklich erganzend auch auf die dort beschriebenen 
Immunisierungstechniken verwiesen wird, die eine Moglichkeit 
fiir die Gewinnung von monoklonalen Antikorpern auch gegen • 
Teilsequenzen der CPS 1 darstellen. Variationen der 
beschriebenen Techniken und/oder weitere Immunisierungs- 
techniken kann der Fachmainn einschlagigen Standardwerken und 
Varof f entlichungen entnehmen und sinngemaiS anwenden. 

Als Verwendung im Sinne der vorliegenden Anmeldung ist auch 
eine Verwendung von loslichen CPS 1 -Fragment en als Bestand- 
teil (Reagens) eines Assaykits anzusehen, oder eine Ver- 
wendung zur Erzeugung von Assaykoraponenten, z.B. poly- oder 
monoklonalen Antikorpern. 

Dabei ist auch ausdrucklich die Erzeugung von CPS 1 -Antikor- 
pern unter Anwendung von Techniken der direkten genetischen 
Immunisierung mit DNA zu erwahnen. Es liegt im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, zur Immunisierung z.B. eine cDNA .der 
gewiinschten CPS 1- Fragment e zu verwenden, da es. sich in der 
Vergangenheit gezeigt hat, dass durch derartige Immunisie- 
rungstechniken das Spektirum der gewinnbaren Antikorper 
erweitert werden kann. 

Es ist zusStzlich ausdrucklich darauf hinzuweisen, dass es 
bei der erf indungsgemafien Bestimmung von CPS l-Fragmenten 
aus dem N-terminalen Teil der CPS 1-Sequenz je nach Assayde- 
sign auch dazu kommen kann, dass ggf - gleichzeitig in der 
biologischen FKissigkeit vorhandene langere Idsliche CPS 1- 
Bruchstucke, die diese Fragmente enthalten, oder auch in 
loslicher Form vorliegende Formen der vollstandigen CPS 1 
(die normalerweise in den Mitochondrien lokalisiert ist) 
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mitbestitnmt werden. Auch derartige Verfahren sind, im Sxnne 
der vorliegenden Erfindung, als erf indungsgemaSe Verfahren 
zur Bestimmung von CPS 1- Fragment en anzusehen. 

LSsliche Formen von CPS 1 gemaS SEQ ID NO: 6 oder 16sliche 
Teilpeptide davon, z.B. solche, die eine der Teilsequenzen 
von SEQ ID N0:1 bis SEQ ID NO: 5 und/oder andere Teilsequen- 
zen aus dem N-Terminus von CPS 1 enthalten oder daraus 
besteheii, konnen Bomit aufgrund der vorliegenden Ergebnisse 
als spezifische Markerpeptide (Biomarker) zum diagnostischen 
Nachweis und zur Verlauf skontrolle von Entzxindungen und 
infektionen ( insbesondere , wie Procalcitonin, auch von 
systemischen Infektionen vom Sepsistyp) dienen. 

An Stelle der Bestimmung der CPS 1-Bruchstucke oder ggf . 
posttranslational modif izierter Formen davon soil fiir dia- 
gnoatische Zwecke ggf. auch eine Bestimmung der zugehorigen 
mRNA nicht ausgeschlossen sein. Die CPS l-Bestimmung kann 
fflr diagnostische . zwecke u.U. auch indirekt als Bestimmung 
einer Enzymaktivitat, die der (Rest-) Aktivitat der Fragmente 
entspr icht , erf olgen . 

ES ist ferner mdglich. die Bestimmung von CPS i-Fragmenten 
als Prognosemarker und Marker fur die Uberwachung der Krank- 
heitsverlaufs von Entzundungen, insbesondere systemischen 
Entzxindungen, und Sepsis im Rahmen einer Kombinationsmessung 
mit anderen Markern durchzuf uhren . 

Neben einer Kombination mit einer Procalcitoninmessung kommt 
insbesondere eine Kombination der Messung von CPS 1 mit der 
Bestimmung anderer Marker f<ir Sepsis und systemische Entzun- 
dungen in Betracht, und zwar insbesondere mit CA 19-9. CA 
125 SIOOB Oder an der Regulierung von Entziindungen betei- 
ligten SIOOA-Proteinen, oder mit der Bestimmung der in den 
aiteren, nachfolgend genannten unverof fentlichten deutschen 
Patentanmeldungen der Anmelderin beschriebenen neuartigen 
Sepsismarker Inflammin (DE 101 19 804.3) und CHP (DE 101 31 
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922.3), des Proteins LASP-1 und/oder mit der Bestimmung von 
loslichen Cytokeratinf ragtnenten, insbesondere der neu aufge- 
fundenen loslichen Cytokeratin-l-Fragmente (sCYlF; ; DE 101 
3 0 985.6) sowie der bekannten Tumormarker CYFRA-21 oder TPS 
und/oder eines oder mehrerer der o.g. Prohormone. Auch eine 
gleichzeitige Bestimmung des bekannten Entziindungsparameters. 
C-reaktives Protein (CRP) kann vorgesehen sein. Aufgrund der 
in dieser und den verwandten Anmeldungen der Anmelderin 
beschriebenen neuen Ergebnisse ist fur die Sepsis-Peindia- 
gnose auSerdem generell eine Kombination mit Messungen von 
bekannten oder noch auf zuf indenden Biomolekulen in Betracht 
zu Ziehen, die als gewebe- bzw. organspezif ische Entziin- 
dungsmarker geeignet sind. 

Der Inhalt der genannten alteren Anmeldungen der Anmelderin 
ist durch die ausdruckliche Bezugnahme auf diese Anmeldungen 
als Teil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung anzuse- 
hen. 

Nachfolgend wird die Auffindung und Identif izierung der CPS 
1-Pragmente in naheren Einzelheiten geschildert, wobei auf 
das beigefugte Sequenzprotokoll bezug genommen wird. Die 
Figur zeigt : 

Fig. 1 Ansichten von 2D-Elektrophoresegelen, die einen 

Vergleich der Spotmuster von cytoplasmatischen 
Leberzellprotein eines gesunden Pavians (A) mit 
den Leber zellproteinen eines Pavians 5h nach einer 
durch L PS -Verabrei Chung induzierten Sepsis (B) 
erm6glichen. Der Pfeil zeigt die Posit ionen der 
drei erf indxingsgema&en sepsisspezif ischen Produkte 
(CPS 1-Fragmente) an, die in Darstellung (B) durch 
einen Kreis hervorgehoben sind; 

1. Xnfektionssinimulation durch Kndotoxinverabrelch\ing Im 
Tieanaodell (Paviane) • 



m 




^ ■ t Pavianen durchge£tthrteix Versuche zur 

Stimullerung der „ p^ocalcitonin release 

niniektionen '^^^ "tiauma and sepeis: Relations- 
patterns m a baboon -^^^ °/ 2000, Vol.28, 
hip to cytokines ° " "l' ^Non-Human Pri,»te Models 
Uo.ll, 36S,-3663, t.lJ..^, wurden Pavianen 
sepsis.., in-, sepsis , ..^^^ 

(minnlich, =a. 2 ^^^^ ^ salmonella Typhimurium. Be- 
ug LPS (Lipopolysaocharld aus s intravenSs verab- 

11.. siama) pro kg KSrpergewicht intraven 
zugsguelle: ^ Injektion wurden die T^ere 

„i=ht. = b.s S,S ^ „ oolatal get6tet. 

durch ^"«-^7;Jf ^^Xibrel Exitus vn^en s.mtliche 
innerhalb von SO "^f ^^^^^ Einfrieren in f Wssigem 

Organe/Gewebe prapariert una a 
Stiokstof f stabilisiert . 

DT-oben der einzelnen 
■ , «,.lteren Verarbeitung warden Proben ae . ^ _ . 

Bei der weiteren v stickstoffkflhlung mt 1,5 

tiefgafrorensn Gewebe Ig) unter olycerol) 

- -«er «rrrt;iIi:"rLer sine. Mebl pulveri- 

versetzt und in einem For c-ctraotion of Total 

, 1 T Klose. .'Fractionated Bxtraociui 
siert (vgl. J.Kiose, BlecErophora- 

^ frv^m Mouse and Human £or u 

Tissue proteins from Mo .,„i<,gy, vol.112-. 2"° Proteo- 

3is" . in= Methods in , ^,,o„a, NJ) . »ach 

.e ^.alyeie Pro-ols. ^^^ ^Z:^^,^,,.^ .ei 100.000 
TZ rc"«:r r Ir^l^^en! Oberstand gewonnen und bis 
irteiteren Verarbeitung bei -BO-C gelagart. 

„. mit den wis oben gewonnenen Proben ergeben 
«eil P^ocalcitoninmengen in I,ebergewebe 

hatten, dass die die suche nach 

behandelter Tiere gefunden wi . p„teinextrakten aus 

neuan sepsisspe.ifischen Biomarkern mit 



der Pavianleber gearbeitet. 



2. 



P„tec»«»ly.e unt« Verwendung cytopla-nati.Cer 
Leberzellproteine von Pavianen. 




- 15 - 

Cytoplasmatische Leberzellproteinextrakte von einerseits 
gesunden Pavianen (Kontroile) und andererseits Pavianen, 
denen LPS injiziert worden war, wurden im Rahmen einer 
Proteomanalyse verwendet. Bei der einleitenden analytischen 
2D-Gelelektrophorese wurde Leberextrakt , 100 jig Protein . 
enthaltend, auf 9M Harnstoff , 70 mM DTT, 2% Ampholyt pH 2-4 
eingestellt und dann mittels analytischer 2D-Gelel.ektro- 
phorese aufgetrennt, wie in J.Klose, et al., "Two-dimensio- 
nal electrophoresis of proteins: An updated protocol and 
implications for a functional analysis of the genome". 
Electrophoresis 1995, 16, 1034.-1059; beschrieben ist. Die 
Sichtbarmachung der Proteine im 2D-Elektrophoresegel erfolg- 
te mittels Silverstaining (vgl. J.Heukeshoven, et al., . 
"Improved silver staining procedure for fast staining in 
Phast-System Development Unit, I. Staining of sodium dodecyl 
gels", Electrophoresis 1988, 9, 28-32). 

Zur Auswertung wurden die Proteinspotrauster der Proben 
unbehandelter Tieren mit den Proteinspotmustem verglichen, 
die aus Lebergewebeproben behandelter Tiere result ierten. 
Substanzen, die bei keiner Kontrollprobe, aber bei alien 
behandelten Tieren zusStzlich auftraten, wurden fur weitere 
analytische Untersuchungen selektiert. Fig. 1 zeigt einen 
Vergleich der 2D-Elektrophoresegele fiir eine Kontrollprobe 
(A) und eine Probe eines behandelten Tieres (B) , wobei drei 
zusatzliche Proteinspots in (B) mit molaren Massen von ca. 
68 kDa, 69 kDA und 70 kDa (± 3 kDa) und isoelektrischen • 
Punkten von ca. 6,0, 5,8 bzw. 5,6 durch einen Pfeil und. 
einen Kreis hervorgehoben sind- 

Die im Proteinspotmuster der analytischen 2D-Gelelektropho- 
rese ident if iz ierten neuen spezifischen Proteine wurden dann 
anschlieSend mittels praparativer 2D-Gelelektrophorese unter 
Einsatz von 350 /xg Protein prapariert (vgl. wiederum (10) . 
Bei der praparativen 2D-Gelelektrophorese erfolgte die 
Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue G250 (vgl. V.Neu- 
hoff, et al., "Improved staining of proteins in polyacryla- 
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Mide gels including isoelectric focusing gels with clear 

Jound .t nanogram sensitivity using Coo^ssie Br.llxant 
Blue G-250 andR-250", Electrophoresis 1988, 9, 255-262). 

Die fur die weitere Snalyse vorselektierten Proteinspots 
wurden aus dem Gel ausgesohnitten. 

Die Proteinspots wurden Jeweils unter snwendung der Methode, 
die in A.Otto, et al., "Identification of human myocardial 
proteins separated by two-dimensional electrophoresis using 
an effective sample preparation for mass spectrometry ., 
Electrophoresis 1996, 17, 1643-1650, beschrieben rst tryp- 
sinverdaut und anschlieEend massenspektroskopxsch analysxert 
und zwar unter ftnwendung massenspektrometrlscher Untersu- 
chungen, wie sie ..B. in G.Neubauer. et al., "Mass spec- 
«I!tr; and EST-database searching allows character.zatron 
of the Llti-protein spliceosome complex", in: nature gene- 
tics vol. 20, 1998, 46-50, J.fingner, et al., "Reverse 
Transcriptase Motifs in the Catalytic Subunit of Telomera- 

ir«i Old 1997. 561-567; M.Mann, et al . , 
ae" in: Science, V0I.27&, , ^. 

^^«,r,«^r^ derived data to annotate nucleotx- 
i'Use of mass spectrometry-derivea aai^* 

, , r^^„_c,« 4n. TRENDS in Biochemi- 

de and protein sequence databases', xn. inj^^uc. ^ ^. ^ 

de ana p besctirieben und dxsku- 
cal Sciences, Vol.26, 1, -iuui, 

tiert werden. 

Dabei wurden Fragmente des Trypsinverdaus aller drei Pro- 
teinspots nach einer ESI (ElectroSpraylonisxerung) auck 
einer Tandem-Massenspektrometrie u^terzogen. Es wurde exn Q- 
TOP-Massenspektrotneter mit einer sog. nanof low- Z- Spray- 

lonenquelle der Pirma Mxcromass, UK, "^^!"^"^;^ ^^^^^ 
entsprechend der Arbeitsanleitung des Gerateherstellers 

gearbeitet - 

3 . identif izieruxxg von CPS X-Pragmenten 

Wie in den Figuren 1(A) und KB) gezeigt ist, ^^f-Jtiln 
Leberzellextrakten von Pavianen, denen eine LPS-In3ektxon 
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veraJoreicht worden war, u.a- drei neue Proteinspots, fiir die 
aufgrund der Gelektrophoresedaten im Vergleich mit Marker- 
substanzen mit bekanntem Molekulargewicht Molekulargewichte 
von ca. 68 kDa, 69 kDa iind 70 kDa (+ 3 kDa) abgeschatzt 
warden, wahrend aus der relativen Position der Proteine aus 
der ersten Dimension zugehorige isoelektrische Punkte von 
etwa 6/0, 5,8 bzw. 5,6 ermittelt warden, d.h. isoelektrische 
Punkte im Bereich von ca, 5,5 bis 6,1. 



Diese Proteine warden wie oben erlaatert massenspektrome- 
trisch analysiert. ... . 



Aas den "Mutterspektren" der drei trypsinverdauten Poteine 
warden jeweils einzelne Fragmente ("Tags") darch Tandem- 
Massenspektroskopie identif iziert . Die fiir diese Fragmente 
erhaltenen Massenspektren konnten aaf an sich bekannte Weise 
rechnerisch aasgewertet werden and lief erten die folgenden 
Ergebnisse (massenspektrometrisch ist keine Unterscheidung 
zwischen den Aminosauren Leacin (L) and Isoleucin (I) sowie 
den Aminosauren Lysin (K) and Glutamin (Q) moglich.; die 
nachfolgenden Sequenzen berflcksichtigen daher bereits die 
Zuordnung zum bekannten Spektrum der vollstandigen CPS 1 
gemaS SEQ ID NO : 6 ) : 



Proteinspot bei 70 kDa (± 3 kDa) : 

Fragment 70/1: GQNQPVLNITN (SEQ ID NO:l) 

Fragment 70/2: NQPVIiNI (SEQ ID NO: 2) 

Fragment 70/3: AQTAHIVLEDGTK (SEQ ID NO: 3) 

Proteinspot bei 69 kDa (± 3 kDa) : 

Fragment 69/1: GQNQPVLNITN (SEQ ID NO:l) 

Fragment 69/2: TAHI (SEQ ID NO: 4) 



Proteinspot bei 68 kDa (± 3 kDa) 
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b 

«^n,aR SEO ID N0:1 bis SE&'lD NO: 5 
Die obigen Teilsequenzen gemaS SEQ id wu. 

koLten als Teilsequenzen der unter NiceProt Vxew of SWISS 
P^^ P31327 zu findenden Sequenz der humanen CPS 1 mxt 
Snl; Linos.u.eKe.te einer L.nge von ISOO 

!lner zugehorigen rechnerischen molaren Masse (ohne Beruck 
exner zugen g ^^^^^r Modif izierungen) von 

sichtxgung evtl. . . ,^3,^ werden. Es ergab 

164,939 kOa (SEQ ID NO: 6) identirizie 

sich die folgenden Zuordnung der Teilpeptxde: 

SEQ ID N0:1 Miinosauren 317 - 327 
SEQ ID NO: 2 Aminosauren 319 - 325 
SEQ ID NO: 3 Atninosauren 43 - 55 
SEQ ID NO: 4 Aminosauren 45 - 48 
SEQ ID NO: 5 Aminosauren 613 - 624 

..e .....aene. ^^..^^ ^^^^T: re^.: ^7 

ftminosaure 43 bis ftmlnosaure 624, d.h. em 
Teil des aminocerminalen Telle der CPS 1. 

E. ist erganzend darauf hin.uweieen, dase eich die gefunde- 

nlcht de« veo«ndten cy^osolischen Bn.y» CPS 

zuordnen lieSen. 




Pat ent anspriiche 



1. Verwendxing von Fragment en des N-terminalen Teils der 
Carbamoylphosphat Synthetase (CPS 1) als Markerpeptide zuiti 
diagnostischen Nachweis und ftir die Verlauf sprognose sowie 
die Verlauf skontrolle von Entziindungen und Infektionen. 

2. Verwendung von CPS 1 -Fragment en nach Anspruch 1 im 
Rahmen der dif f erentialdiagnostischen Friiherkennung und 
Erkennung fur die Verlauf sprognose, die Beurteilung des 
Schweregrads und fiir die therapiebegleitende Verlauf sbeur- 
teilung von Sepsis und schweren Infektionen, insbesondere 
sepsisahnlichen systemischen Infektionen, durch Bestimmung 
des Auf tret ens und/oder der Menge von loslichen CPS 1-Prag- 

. menten in einer biologischen Plussigkeit eines Patienten. 

3 . Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2 von CPS 1- 
Fragmenten aus einem die Aminosauren 1 bis ca. 630 der 
vollstandigen CPS 1-Sequenz (SEQ ID NO: 6) umfassenden 
terminalen Teil der CPS 1-Sequenz. 

4 . Verwendung nach einem der Ansprdche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet , dass die CPS 1-Fragmente ausgewahlt sind aus 
Fragmenten mit einer gelelektrophoretisch bestimmten molaren 
Masse von 68 bis 70 kDa ± 3 kDa und isoelektrischen Punkten 
in einem Bereich von 5 , 5 bis 6,1. 

5. Verfahren zur dif f erentialdiagnostischen Fruherkennung 
und Erkennung, fiir die Verlauf sprognose und die Beurteilung 
des Schweregrads und zur therapiebegleitenden Verlauf sbeur- 
teilung von Sepsis und schweren Infektionen, insbesondere 
sepsisahnlichen systemischen Infektionen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Anwesenheit und/oder Menge von Frag- 
menten aus dem N-terminalen Teil der CPS 1 in einer biologi- 
schen Flussigkeit eines Patienten bestimmt und aus dem 
Nachweis und/oder der Menge mindestens eines der bestimmten 



It 
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. «.hmsse binsiohtlioh des Vorliegens, des zu 
Pragmente S=hiusse ^„j^„„,g,ads oder des Erfolgs 

erwartenden Ve-l-fB. ^ 
eines Therapie exner &ept._ 

V, Ar,c,nruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
6. Verfahren nach Ansprucn 5, ^.^ 

. ^^r, rPS i-Fragmente Fragment e aus exi 
die bestxmmten CPS 1 .^ii^tandigen CPS l-Sequenz 

Aininosauren 1 bis ca. o .„«i^n Tail der CPS 1 sind. 

(SEQ ID NO: 6) umfassenden N-termxnalea Teil d 

R Oder 6, dadurch gekeimzeich- 

net. daee die ^^.^^^'^JZ^J ^Z... Mas.e von 68 bie ,0 
en^rr rsir^isc^en ^.en in e.ne. Be^ic. von 



5,5 bis 6,.l sind. 



, . verfahren nach einem der *nepr<iche = J^^^f^f^^^ 
gekennzexchnet, ^^^^ ^^^^^ , ^inosaure-Teilsequenzen 

gemaS SEQ ID NO:l, SEQ ID wu. 
und/oder SEQ ID NO: 5 enthalten. 

. V. n^cli einem der AnsprCiche 5 bis 8, dadurcli 
Ue::".^^/:: e.n i™..diag.os.ieches Bee.— 



verfahren ist 



,0. verfahren nach eine. der «.sprtche ^_^^^^;^ttTnlirekt 
ge.enn.eiohnet dass ."Itp.a^Zents erfolgt. 

als Bestimnmng des zugehorigen cfs 

. V, „*ch einem der Ansprdche 5 bis 10 , dadurch 
diss es in. Rah^en einer „ul.ipara»eter-Be- 
gekennzeiohnet, dass e gieichzeitlg mindestens 

sti^g "Z^rplrlftlrTesfiLt wird und ein Mess- 
e.n -^-f;^:=^",rrs ::t.es von .indestens .«ei Messgr.6en 

:lrrd=r .nr Sepsis-.eindiagnos.i. ansge«er.e. 



wird. 



12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , • 
dass im Rahmen der Multiparameter-Bestimmung neben wenig- 
stens einem CPS 1- Fragment wenigstens ein weiterer Parameter 
bestimmt wird, der ausgewahlt ist aus der Gruppe, die be- 
steht aus Procalcitonin, CA 19-9, CA 125, SIOOB, SIOOA- 
Proteinen, loslichen Cytokeratin-Pragmenten, insbesondere 
CYFRA 21, TPS und/oder loslichen Cytokerat in- 1- Fragment en 
(sCYlF) , den Peptiden Inf lammin, CHP, LASP-1 sowie Peptid- 
Prohormonen und dem C-reaktiven Protein (CRP) 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Multiparameter-Bestimmung als Simultanbe- 
stiraraung mittels einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder 
einer immunchromatographischen Messvorrichtung erf olgt.. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen 
komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms 
erf olgt . 



m 




* 



<36 
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Zus ammenf as sung 



Verwendungezi von Fragment en der Carbsuaoylphosphat Synthetase 
1 (CPS 1) fiir die Diagnose von Entziindungserkrankungen und 

Sepsis 



Verwendung von Fragmenten des N- terminal en Teils der Carba- 
moylphosphat Synthetase (CPS 1) aus Korperf lussigkeiten oder 
Korpergeweben als Markerpeptide zum diagnostischen Nachweis 
und fur die Verlauf sprognose sowie die Verlauf skontrolle von 
Entziindungen und Infektionen, einschlieSlich Sepsis. 
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SEQUENCE IiXSTXNG 



<1X0> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft 

<120> Verwendungen von Fragmenten der Carbamoylphosphat 
Synthetase 1 (CPS 1) fiir die Diagnose von 
Entzundungserkrankungen imd Sepsis 

<130> 3695 AS 

<140> 
<141> 

<160> 6 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Pritnat (Pavian) 
<400> 1 

Gly Gin Asn Gin Pro Val Leu Asn lie Thr Asn 
15 10 



<210> 2 
<211> ^ 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavisua) 
<400> 2 

Asn Gin Pro Val lieu. Asn lie 
1 5 



<210> 3 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 
<400> 3 

Ala Gin Thr Ala His Xle Val Leu Glu Asp Gly Thr Lys 
15 10 



<210> 4 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 
<400> 4 

Thr Ala His lie 
1 



\ 
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<210> 5 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 
<400> 5 



^a Phe Ala Met Thr Asn Gin lie Leu Val Glu Lys 
1 5 10 



<210> 6 
<211> 1500 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



^T^t^ Arg lie l^u Thr Ala Phe x,ys Val Val Arg Thr Leu Lys Thr 

1 5 1° 

Gly Phe Gly Phe Thr Asn Val Thr Ala His Gin Lys Trp Lys Phe Ser 



Arg Pro Gly He Arg Leu Leu Ser Val Lys Ala Gin Thr Ala His He 

5 

Glu ASP Gly Thr Lys Met Lys Gly Tyr Ser Phe Gly His Pro 

55 SO 



Val Leu 
50 



ser ser Val Ala Gly Glu Val Val Phe Asn Thr Gly Leu Gly Gly Tyr 



65 



70 



Pro Glu Ala lie Thr Asp Pro Ala Tyr Lys Gly Gin He Leu Thr Met 

8 5 

Ala Asn pro lie He Gly Asn Gly Gly Ala Pro Asp Thr Thr Ala Leu 



115 



100 

ASP Glu Leu Gly Leu Ser Lys lyr Leu Glu Ser Asn Gly He Lys Val 



ser Gly Leu Leu Val Leu Asp Tyr Ser Lys Asp Tyr Asn His Trp Leu 

130 

Ala Thr Lys Ser Leu Gly Gin Trp Leu Gin Glu Glu Lys Val Pro Ala 

145 

He Tyr Gly Val Asp Thr Arg Met Leu Thr Lys lie He Arg Asp Lys 

165 

Gly Thr Met Leu Gly Lys He Glu Phe Glu Gly Gin Pro Val Asp Phe 

180 XQ5 

val ASP pro Asn Lys Gin Asn Leu He Ala Glu Val Ser Thr Lys Asp 
195 200 205 

val Lys val Tyr Gly Lys Gly Asn Pro Thr Lys Val Val Ala Val Asp 

210 215 
Cys Gly He Lys Asn Asn Val He Arg Leu Leu Val Lys Arg Gly Ala 

225 

Glu val His Leu Val Pro Trp Asn His Asp Phe Thr Lys Met Glu Tyr 

245 250 




m 
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Asp Gly lie Leu lie Ala Gly Gly Pro Gly Asn Pro Ala Leu Ala Glu 

260 265 270 

Pro Leu lie Gla Asn Val Arg- Lys Xle Leu Glu Ser Asp Azrg Lys Glu 
275 280 285 

Pro Leu Phe Gly He Ser Thr Gly Asn Leu He Thr Gly Leu Ala Ala 

290 295 300 

Gly Ala Lys Thr Tyr Lys Met Ser Met Ala Asn Arg Gly Gin Asn Gin 
305 310 315 320 

Pro Val Leu Asn He Thr Asn Lys Gin Ala Phe He Thr Ala Gin Asn 

325 330 335 

His Gly Tyr Ala Leu Asp Asn Thr Leu Pro Ala Gly Trp Lys Pro Leu 

340 345 350 

Phe Val Asn Val Asn Asp Gin Thr Asn Glu Gly He Met His Glu Ser 
355 360 365 

Lys Pro Phe Phe Ala Val Gin Phe His Pro Glu Val Thr Pro Gly Pro 
370 375 380 

He Asp Thr Glu Tyr Leu Phe Asp Ser Phe Phe Ser Leu He Lys Lys 

385 390 395 400 

Gly Lys Ala Thr Thr* He Thr Ser Val Leu Pro Lys Pro Ala Leu Val 

405 410 415 

Ala Ser Arg Val Glu Val Ser Lys Val Leu He Leu Gly Ser Gly Gly 

420 425 430 

Leu Ser He Gly Gin Ala Gly Glu Phe Asp Tyr Ser Gly Ser Gin Ala 
435 440 445 

Val Lys Ala Met Lys Glu Glu Asn Val Lys Thr Val Leu Met Asn Pro 

450 455 460 

Asn He Ala Ser Val Gin Thr Asn Glu Val Gly Leu Lys Gin Ala Asp 
465 470 475 480 

Thr- Val Tyr Phe Leu Pro He Thr Pro Gin Phe Val Thr Glu Val He 

485 490 495 

Lys Ala Glu Gin Pro Asp Gly Leu He Leu Gly Met Gly Gly Gin Thr 

500 505 510 

Ala Leu Asn Cys Gly Val Glu Leu Phe Lys Arg Gly Val Leu Lys Glu 
515 520 525 

Tyr Gly Val Lys Val Leu Gly Thr Ser Val Glu Ser He Met Ala Thr 
530 535 540 

Glu Asp Arg Gin Leu Phe Ser Asp Lys Leu Asn Glu He Asn Glu Lys 
545 550 555 560 

He Ala Pro Ser Phe Ala Val Glu Ser He Glu Asp Ala Leu Lys Ala 

565 570 575 

Ala Asp Thr He Gly Tyr Pro Val Met He Arg Ser Ala Tyr Ala Leu 

580 585 590 

Gly Gly Leu Gly Ser Gly He Cys Pro Asn Arg Glu Thr Leu Met Asp 

595 600 605 
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Leu Ser Thr Lys Ala Phe Ala Met Thr Asn Gin lie Leu Val Glu Lys 

610 615 620 

Ser Val Thr Gly Trp Lys Glu He Glu Tyr Glu Val Val Arg Asp Ala 

625 630 635 640 

Asp Asp Asn Cys Val Thr Val Cys Asn Met Glu Asn Val Asp Ala Met 

645 650 655 

Gly Val His Thr Gly Asp Ser Val Val Val Ala Pro Ala Gin Thr Leu 

660 665 670 

Ser Asn Ala Glu Phe Gin Met Leu Arg Arg Thr Ser He Asn Val Val 
675 680 685 

Arg His Leu Gly He Val Gly Glu Cys Asn He Gin Phe Ala Leu His 
690 695 700 

Pro Thr Ser Met Glu Tyr Cys He He Glu Val Asn Ala Arg Leu Ser 
705 710 715 720 

Arg Ser Ser Ala Leu Ala Ser Lys Ala Thr Gly Tyr Pro Leu Ala Phe 

725 730 735 

He Ala Ala Lys He Ala Leu Gly He Pro Leu Pro Glu He Lys Asn 

740 745 750 

Val Val Ser Gly Lys Thr Ser Ala Cys Phe Glu Pro Ser Leu Asp Tyr 
755 760 765 

Met Val Thr Lys He Pro Arg Trp Asp Leu Asp Arg Phe His Gly Thr 
770 775 780 

Ser Ser Arg He Gly Ser Ser Met Lys Ser Val Gly Glu Val Met Ala 
785 790 795 800 

He Gly Arg Thr Phe Glu Glu Ser Phe Gin Lys Ala Leu Arg Met Cys 

805 810 815 

His Pro Ser He Glu Gly Phe Thr Pro Arg Leu Pro Met Asn Lys Glu 

820 825 830 

Trp Pro Ser Asn Leu Asp Leu Arg Lys Glu Leu Ser Glu Pro Ser Ser 
835 840 845 

Thr Arg He Tyr Ala He Ala Lys Ala He Asp Asp Asn Met Ser Leu 
850 855 860 

Asp Glu He Glu Lys Leu Thr Tyr He Asp Lys Trp Phe Leu Tyr Lys 
865 870 875 880 

Met Arg Asp He Leu Asn Met Glu Lys Thr Leu Lys Gly Leu Asn Ser 

885 890 895 

Glu Ser Met Thr Glu Glu Thr Leu Lys Arg Ala Lys Glu He Gly Phe 

900 905 910 

Ser Asp Lys Gin He Ser Lys Cys Leu Gly Leu Thr Glu Ala Gin Thr 
915 920 925 

Arg Glu Leu Arg Leu Lys Lys Asn He His Pro Trp Val Lys Gin He 
930 935 940 

Asp Thr Leu Ala Ala Glu Tyr Pro Ser Val Thr Asn Tyr Leu Tyr Val 
945 950 955 960 
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Thr Tyr Asn Gly Gin Glu His Asp Val Asn Phe Asp Asp His Gly Met 

965 970 975 

Met Val Leu Gly Cya Gly Pro Tyr His He Gly Ser Ser Val Glu Plie 

980 985 990 

Asp Trp Cys Ala Val Ser Ser lie Arg Thr Leu Arg Gin Leu Gly Lys 
995 1000 1005 

Lys Thr Val Val Val Asn Cys Asn Pro Glu Thr Val Ser Thr Asp Phe 
1010 1015 1020 

Asp Glu Cys Asp Lys Leu Tyr Phe Glu Glu Leu Ser Leu Glu Arg He 
1025 1030 1035 1040 

Leu Asp rie Tyr His Gin Glu Ala Cys Gly Gly Cys He He Ser Val 

1045 1050 1055 

Gly Gly Gin He Pro Asn Asn Leu Ala Val Pro Leu Tyr Lys Asn Gly 

1060 1065 1070 

Val Lys He Met Gly Thr Ser Pro Leu Gin He Asp Arg Ala Glu Asp 

1075 1080 1085 

Arg Ser He Phe Ser Ala Val Leu Asp Glu Leu Lys Val Ala Gin Ala 
1090 1095 1100 

Pro Trp Lys Ala Val Asn Thr Leu Asn Glu Ala Leu Glu Phe Ala Lys 
1105 1110 1115 1120 

Ser Val Asp Tyr Pro Cys Leu Leu Arg Pro Ser Tyr Val Leu Ser Gly 

1125 1130 1135 

Ser Ala Met Asn Val Val Phe Ser Glu Asp Glu Met Lys Lys Phe Leu 

1140 1X45 1150 

Glu Glu Ala Thr Arg Val Ser Gin Glu His Pro Val Val Leu Thr Lys 
1155 1160 1165 

Phe Val Glu Gly Ala Arg Glu Val Glu Met Asp Ala Val Gly Lys Asp 
1170 1175 1180 

Gly Arg Val He Ser His Ala He Ser Glu His Val Glu Asp Ala Gly 
H85 1190 1195 1200 

Val His Ser Gly Asp Ala Thr Leu Met Leu Pro Thr Gin Thr He Ser 

1205 1210 1215 

Gin Gly Ala He Glu Lys Val Lys Asp Ala Thr Arg Lys He Ala Lys 

1220 1225 1230 

Ala Phe Ala He Ser Gly Pro Phe Asn Val Gin Phe Leu Val Lys Gly 
1235 1240 1245 

Asn Asp Val Leu Val lie Glu Cys Asn Leu Arg Ala Ser Arg Ser Phe 
1250 1255 1260 

Pro Phe Val Ser Lys Thr Leu Gly Val Asp Phe He Asp Val Ala Thr 
1265 1270 1275 1280 

Lys Val Met He Gly Glu Asn Val Asp Glu Lys His Leu Pro Thr Leu 

1285 1290 1295 

Asp His Pro He He Pro Ala Asp Tyr Val Ala He Lys Ala Pro Met 

1300 1305 1310 
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Phe Ser Trp Pro Arg Leu Arg Asp Ala Asp Pro lie Leu Arg Cys Glu 
1315 1320 1325 

Met Ala Ser Thr Gly Glu Val Ala Cys Phe Gly Glu Gly lie His Thr 
1330 1335 1340 

Ala Phe Leu Lys Ala Met Leu Ser Thr Gly Phe Lys lie Pro Gin Lys 
1345 1350 1355 1360 

Gly lie Leu lie Gly lie Gin Gin Ser Phe Arg Pro Arg Phe Leu Gly 

1365 1370 1375 

Val Ala Glu Gin Leu His Asn Glu Gly Phe Lys Leu Phe Ala Thr Glu 

1380 1385 1390 

Ala Thr Ser Asp Trp Leu Asn Ala Asn Asn Val Pro Ala Thr Pro Val 
1395 1400 1405 

Ala Trp Pro Ser Gin Glu Gly Gin Asn Pro Ser Leu Ser Ser lie Arg 

1410 1415 1420 

Lys Leu lie Arg Asp Gly Ser lie Asp Leu Val lie Asn Leu Pro Asn 
1425 1430 1435 1440 

Asn Asn Thr Lys Phe Val His Asp Asn Tyr Val lie Arg Arg Thr Ala 

1445 1450 1455 

Val Asp Ser Gly lie Pro Leu Leu Thr Asn Phe Gin Val Thr Lys Leu 

1460 1465 1470 

Phe Ala Glu Ala Val Gin Lys Ser Arg Lys Val Asp Ser Lys Ser Leu 
1475 1480 1485 

Phe His Tyr Arg Gin Tyr Ser Ala Gly Lys Ala Ala 
1490 1495 1500 
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